尿路上度悪性腫瘍におけるgene delivpry systemの現状と問題点＜遺伝子診断及び治療のもたらすもの＞ by 宍戸 俊英 et al.
494 東京医科大学雑誌 第59巻第6号
見手術のされた40歳未満の症例の胆嚢，胆管上皮と
も過形成にK－rasの変異を認められた．発癌例が出現
する40歳以上では二部，化生，過形成のいずれにも
K－rasの変異を認めたが，他の年齢層に比べ，特にそ
の頻度が高くなるようなことはなかった．胆嚢癌を合
併した12症例について三部および周囲粘膜のK－ras
変異パターンを検索したが，癌部と周囲粘膜の両者に
は同じ遺伝子異常がみられた例は12例中1例であっ
た．しかし近傍の異型上皮になると13－60％の変異の
報告もあり，K－ras変異は必須ではないが胆嚢癌発生
過程の初期に関与する遺伝子変化であると推測され
た．
〈胆管形態別の胆嚢癌と胆管癌の発生〉胆管拡張の
有無によらず，胆管癌よりも胆嚢癌が高頻度で合併し
た．自施設では非拡張型に癌の合併はなく，K－ra変異
もなかった．拡張型胆管のK－ras変異と胆嚢上皮との
関係では，34例6例，17．6％に変異がみられ，すべて
AGT，　GATの混合の変異パターンであった．それら
には胆嚢癌の合併はなかったものの，4例は胆嚢上皮
にも同じパターンの変異がみられた．一方，胆管に変
異のなかった28例の胆嚢をみると，9例に胆嚢癌を合
併したが，変異がみられたのは癌部に限局した2例と
非二部のみであった．
〈術後発癌〉術後観察期間は約10年（一1990），6
年＋α（一1995）であり，癌の発生は拡張型の1例（初
回手術より約2年半後，肝内結石合併）にみられた．
非拡張型では63％に5年以上の観察が行なわれたが，
癌の発生はなかった．また胆管にK－ras変異を認めた
症例でも12－125週，平均6年の観察期間中の発癌例
はなかった．
〈結論〉胆管拡張を伴う胆管と胆嚢はおなじK－ras
変異を認める傾向があったことから，拡張胆管は胆嚢
と同時に切除することで発癌のリスクは減少するも
のと考えられた．K－ras遺伝子変異は胆道粘膜の状態
の一部を反映するが，現時点では予防的切除の根拠に
はなりえないと考えられた．
【目的】胆・膵疾患の内視鏡材料を用いた遺伝子診断
の有用性について検討した．【材料と方法】材料は胆道
疾患76例（胆管癌30例，胆嚢癌16例，胆道非腫瘍性
病変30例）の生検および胆汁と，膵疾患32例（膵癌
14例，膵管内乳頭腫瘍10例，慢性膵炎8例）の膵液で
ある．1．生検材料：テロメラーゼ活性はTRAP法，
hTERTmRNAはreal　time　PCR法にて検索した．　p53
異常はPCR－SSCP法と免疫染色，　K－rasコドン12変
異はtwo－step　PCRまたはPCR－PHFA法にて検索し
た．2．1）胆汁，膵液：テロメラーゼ活性はTRAP法ま
たはin　situ　TRAP法，　hTERTmRNAはRT－PCR法
にて検索した．またK－rasとp53も検索した．【結果】
1．生検材料：テロメラーゼ活性は胆管癌の85％に，
胆嚢癌の77％に，hTERTmRNA発現は胆管癌の83％
に，胆嚢癌の83％に認めた．p53変異は胆管癌の54％
に，胆嚢癌の42％に，p53蛋白過剰発現は胆管癌の
63％に，胆嚢癌の56％に，K－ras変異は胆管癌の46％
に，胆嚢癌の77％に認めたが，いずれの異常も非腫瘍
性病変には認めなかった．2．D胆汁：テロメラ一高
活性は胆管癌の33％に，胆嚢癌の50％に，in　situ
TRAP法では胆管癌の50％，胆嚢癌の100％に，　hTER－
TmRNA発現は胆管癌の57％に，胆嚢癌の67％に認
めた．p53変異は胆管癌の33％に，胆嚢癌の42％に，　K－
ras変異は胆管癌の38％に，胆嚢癌の33％に認めたが，
いずれの異常も非腫瘍性病変には認めなかった．2）
膵液：テロメラーゼ活性は膵癌の38％に，膵管内乳頭
腫瘍の33％に，hTERTmRNA発現は膵癌の33％に，
膵管内乳頭腫瘍の33％に，p53変異は膵癌の40％に，
膵管内乳頭腫瘍の17％に，K－ras変異は膵癌の67％
に，膵管内乳頭腫瘍の50％に，慢性膵炎の25％に認め
た．【結語】胆・膵疾患の生検材料や胆汁，膵液を用い
た遺伝子診断は癌診断の補助診断に有用である．
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　癌に対する遺伝子治療の臨床応用への最大の障壁
のひとつは，全身投与において腫瘍細胞への特異的遺
伝子導入が得られないことである．また，たとえ癌細
胞に特異的に目的の遺伝子が導入されても，発現率が
（5）
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低ければ癌に対する治療は難しい．尿路上皮に発生す
る悪性腫瘍では膀胱移行上皮癌が多く，TUR－BTによ
る治療が広く行われているが，再発率が高く一部で浸
潤性発育をする．浸潤性膀胱癌患者に膀胱全摘除術を
施行しても35％は再発，転移を来し，抗癌剤，放射線
などの治療が行われるが満足な結果は得られていな
い．転移性癌に対する遺伝子治療は癌細胞に特異性が
高く，かつ高い導入効率が得られなければ臨床応用は
困難である．現在種々のウィルスベクターに標的細胞
に対するリガンドや細胞膜表面に発現している抗原
に対する抗体を付加した次世代ベクターの開発が進
んでいる．しかしいまだ，満足の得られる報告は少な
い．以前，われわれは，ヌードマウス皮下に移植した
尿路上皮癌に対するアデノウイルスベクターを用い
た遺伝子治療の基礎的研究をおこなった．その結果，
局所投与では効果が認められるものの全身投与では
遺伝子導入効率が低く，アデノウイルスベクター単独
投与での臨床応用は難しいと考えられた．そこで，腫
瘍細胞表面に多く発現しているtransferrin　recepterを
ターゲットとしtransferrin－polyethylenimine（PEI）を
リガンドとしたLacZ遺伝子導入アデノウイルスベク
ターを用いた遺伝子導入実験を試みた．導入効率は5－
bromo－4－chloro－3－indolyl－P－D－galactopyranoside
（X－Gal）染色にて判定した．その結果アデノウイルス
ベクター単独投与に比べ，リガンドを併用した場合に
遺伝子導入効率が上昇した．しかし，肝臓への取込み
が著明で，いまだ満足のいく結果は得られていない．
最近，ウロプラキンと呼ばれる移行上皮細胞表面に特
異的に発現しているタンパク質が発見され，これが移
行上皮癌においてもよく保存されており，さらに遠隔
転移患者の末梢血からも検出されることが報告され
ている．現在，このウロプラキンに対するモノクロー
ナル抗体を作成し，これにアポトーシス因子や自殺遺
伝子などを結合させ，転移巣を含む移行上皮癌をター
ゲットとした遺伝子治療を検討している．具体的には
ウロプラキンに対する，モノクローナル抗体と目的の
遺伝子を電気的に結合させ，さらに陽イオンポリマー
であるPEIを用いて遺伝子を被覆保護する方法であ
る．これにより末梢血中での安定化や細胞内でのりソ
ソームによる分解をもある程度回避できると考えら
れる．今回は尿路上皮癌に対する種々の遺伝子治療と
その問題点および今後の展望をgene　delivery　system
の観点から検討し報告する予定である．
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　遺伝子治療の対象は遺伝子欠損症や癌といった致
死性疾患だけでなく，生活の質を著しく低下させる疾
患にまで拡大されている．循環器疾患もその対象と考
えられていおり，罹患者数の多さから遺伝子治療の
ターゲットとして注目されている．
　循環器領域では，疾患自体は遺伝子異常ではない
が，遺伝子を用いて増殖の制御を行うことが試されて
いる．具体的には虚血性疾患（冠動脈疾患，下肢末梢
性動脈疾患）に対する血管新生療法，PTCAやバイパ
ス術後の再狭窄予防，虚血再話流障害の軽減，心移心
後冠動脈硬化病変に対する遺伝子療法の研究が行わ
れている．
　循環器領域において現時点で一番臨床応用が進ん
でいる遺伝子療法は，虚血組織に対する血管新生療法
である．既に欧米では幾つかの臨床治験が始まってお
り，下肢末梢性動脈疾患および虚血性心疾患にVEGF
遺伝子を用い，その効果を上げている．
　筋組織では遺伝子の導入法としてウイルスベク
ターやリボソームに加え，プラスミドによるNaked
DNAの使用が可能である．　Naked　DNAはウイルス
ベクターに比べ，長所として（1）精製が簡単で短時間
に大量に作成できる．（2）導入遺伝子の大きさ，注入濃
度に制限がない．（3）物質が安定している．（4）毒性や
免疫原生がなく安全性が高い．等がある．短所として
は，（1）導入効率が1％程度と低い．（2）目的部位への
直接注射を要する．等がある．
　我々の教室では，犬の急性心筋梗塞モデルを用いて
VEGF蛋白およびVEGFのプラスミドDNAを用い
た血管新生療法の有効性を比較検討した．VEGF投与
群およびプラスミドDNA投与群では，コントロール
群に比べて冠動脈造影上，有意な梗塞部位への血管の
増生を認め，冠血流欠損領域の縮小を認めたが，心筋
梗塞領域の縮小は認めなかった．VEGF投与群とプラ
スミドDNA投与群の問では，血管の増生，冠血流欠
損領域，心筋梗塞領：域に有意差を認めなかったが，心
拍出量の改善が，プラスミドDNA投与群で良好で
あった．
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